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(57) Abstract

In a device for separating and cleaning molecules by adsorption of the molecules on a
matrix (2), the solution is forced through the device. The matrix (2) is arranged, between two
devices (3a, 3b) permeable to the solution, in a hollow frustum-shaped body (1) open at both
ends (4a, 4b), the wider opening (4a) being connected, if necessary, to a cylindrical hollow
body. The matrix (2) and the devices (3a, 3b) together occupy 5 to 50% of the volume of the
hollow body and the wider opening (4a) of the hollow frustum-shaped body (1) can be con-
nected to a pipette. The use of the device in a process for separating and cleaning molecules

on a matrix is also described.

(57) Zusammenfassung

Zur Trennung und Reinigung von Molektlen durch Adsorption der Molekiile an cine
Matrix (2) wird die Losung durch eine Vorrichtung gedriickt, die dadurch gekennzeichnet ist, (1) ———7p—
daB die Matrix (2) in einem an beiden Enden (4a, 4b) offenen, kegelstumpfformigen Hohi-
kdrper (1), an den gegebenenfalls an der weiteren Offnung (4a) ein zylindrischer Hohlk6rper
anschlieft, zwischen zwei filr die L8sung durchléssigen Einrichtungen (3a, 3b) angeordnet
ist, wobei die Matrix (2) und die Einrichtungen (3a, 3b) zusammen 5 bis 50% des Hohlkdr-
pervolumens ausfiillen und die weitere Offnung (4a) des kegelstumpfférmigen Hohlkdrpers
(1) an eine Pipette anschlieBbar ist. Die Verwendung der erfindungsgeméBen Vorrichtung in  (2)
einem Verfahren zur Trennung und Reinigung von Molekillen an einer Matrix wird eben-

falls beschrieben.

(2a)

1
[ ———m———1

(4b)
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Vorrichtung und Verfahren zur Trennung und Reinigung von

Molekiilen

Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung und ein Verfah-

ren zur Trennung und Reinigung von Molekilen aus einer
5 . . .. . .

Losung durch Adsorption der Molekiile an eine in der

Vorrichtung angeordneten Matrix.

Zur Probenaufbereitung in chemisch, biochemisch und
: molekularbiologisch orientierten Laboratorien wexrden
10 Chromatographiematerialen unterschiedlichster Art seit
langem in bewdhrter Weise verwendet. Hiufig fallen da-
bei die Proben in MikromaBstab an, insbesondere im bio-
chemischen und molekularbiologischen, aber auch im ana-~
lytisch-chemischen Laboratorium. Die chromatographi-
13 schen Materialien werden auch 2zur Extraktion von be-
stimmten Bestandteilen aus den Proben eingesetzt. Die
als Festphasenextraktion zu bezeichnende Verfahrenswei-
se kann man sich auch zur Reinigung und Trennung von
Substanzgemischen in Lésung zunutze machen. Bislang
20 wurden neben den Chromatographiesdulen, insbesondere in
"der Hochdruckflissigkeitschromatographie, auch Xartu-
schen, Einwegspritzen oder kleine Plastikchromatogra-
phiesdulen, die jeweils mit dem gewiinschten Chromato-
graphiematerial gefillt sind, verwendet.

25
Diese Hilfsmittel, die im Niederdruckbereich Verwendung
finden, zeichnen sich unvorteilhaft dadurch aus, dag
sie nicht mit etablierten ZLaboratoriumsgerdtschaften
kompatibel sind. Ein weiterer Nachteil dieser Hilfsmit-

30 tel besteht darin, daf sie nur eine FluBrichtung der

die zu trennenden und reinigenden Molekile enthaltenden

Lésung 2ulassen. Man muB also bei der Verfahrensweise

genmdf dem Stand der Technik die Probe zundchst in ein
Vorratsgefadp, beispielsweise eine Einwegspritze, brin-
gen, um sie dann durch das FluBmittel, insbesondere
Kartuschen oder Extraktionssdulen, zu driicken.
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Daher bedient man sich in der Praxis dieser Hilfsmittel
Uberwiegend dann, wenn man die unerwinschten Produkte
adsdrbieren will. Ansonsten muf man das Vorratsgefas,

beispielsweise die Einwegspritze, entferﬁen, mit einem
die adsorbierte Substanz eluierenden Lésung erneut be-
schlcken und anschlleﬁend durch das Hilfsmittel driicken,
um die gewilnschten Produkte zu erhalten. Durch das Aab-
nehmen und Aufsetzen eines Vorratsgefifes besteht je-
doch eine Kontamlnatlonsgefahr fir den Mitarbelter, die
Unwelt und die Probe selbst. Die Gefahr besteht gerade
im medizinisch~technischen Bereich, wenn beispielsweise
mit infektidsem Material gearbeitet wird, oder auch in
biochemisch-molekularbioclogischen Laboratorien, wenn
insbesondere mit radiocaktiven Substanzen hantiert wird.

10

15 -
In der Praxis besteht ein erheblicher Bedarf an einer

Vorrichtung, die es in einfacher Weise ermdglicht, ein
Verfahren zur Reinigung und Trennung von Molekilen aus
. einer Lésung durchzufiihren.
20 . . s . :
Aufgabe der Erfindung ist es also, eine Vorrichtung
bereitzusteilen, die es erméglicht,

- Molekiile aus einer Lésung zu extrahieren,
- = Kkeine bevorzugte Extraktions- oder Elutionsrichtung
zZu verlangen, :
'— eine Abtrennung und -Wiederhinzufigqung eines Vorrats-

25

gefédBes zu vermeiden,

- die Trennungs- und Reinigungsoperationen in einem
geschlossenen System durchzufiihren,

- die Kontaminationsgefahr fiir Personal, Umwelt und
Probe zu vermeiden, und

- gleichzeitig die Arbeitsweise insgesamt zu erleich-
tern. ‘ ‘

30

Die Aufgabe wird erfindungsgemis geldst durch eine Vor-
richtung, die dadurch gekennzeichnet ist, das die
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Matrix 2 in einem an beiden Enden 4a, 4b offenen, ke-

gelstumpfférmigen Hohlkérper 1, an den gegebenenfalls

an der weiteren Offnung 4a ein zylindrischer Hohlkérper
anschlieBt, zwischen zwei fiir die L&sung durchlidssigen
Einrichtungen 3a, 3b angeordnet ist, wobei die Matrix 2
und die Einrichtungen 3a, 3b zusammen 5 bis 50% des
Hohlkérpervolumens ausfiillen und die weitere Offnung 4a
des kegelstumpfférmigen Hohlkérpers 1 an eine Pipette

anschliefbar ist.

Die Figuren 1 und 2 zeigen schematisch den Aufbau einer
bevorzugten Ausfihrungsform der erfindungsgemifen Vor-
richtung. Die Matrix 2 wird von 2zwei Einrichtungen 3a,
3b begrenzt, die gleichzeitig dafilr sorgen, daB die
Matrix 2 in der gewdhlten Position fixiert ist. Die
Einrichtungen 3a, 3b werden vorzugsweise an der Wandung
des Hohlkérpers 1 festgeklemmt. Es kann jedoch neben
der Befestigung durch Spannung auch eine Befestigung
durch Festkleben der Einrichtungen erreicht werden.
Beide Methoden fithren zu einer hinreichenden Abdichtung
zwischen den Einrichtungen 3a, 3b und der Wand des
Hohlkdrpers 1. Vorzugsweise findet sich zwischen der
unteren Einrichtung 3b und der engeren &ffnung 4b ein
freier Raum, wobel dieser freie Raum klein sein soll
gegeniber dem Gesamtvolumen des Hohlkérpers. Die wei-
tere Offnung 4a der beiden 6ffnungen 4a und 4b ist so
ausgestaltet, daB sie auf eine handelslibliche Pipette
passen. Eine bevorzugte Ausfiihrungsform der erfindungs-
gemdsen Vorrichtung besteht darin, daB der Hohlkdérper 1
in Form einer kommerziell im Fachhandel erhdltlichen
Pipettenspitze (Firma Brand, Gilson, Eppendorf) ausge-
staltet ist. Die Matrix 2 der erfindungsgemédBen Vor-
richtung besteht vorzugsweise aus einem porédsen Chroma-
tographiematerial, insbesondere auf der Basis von Sili-
cagel, Aluminiumoxid, Titandioxid, Hydroxylapatit, Dex-
tran, Agarose, Acrylamid, Polystyrol, Polyvinylalkohol’
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oder anderen organischen Polymeren, Derivaten oder aus

,Copc}lymeren der oben genannten Trigermaterialien. Das

die Matrix 2 bildende Material kann auch ein oberflich-
lich modifiziertes, porédses Chromatographiematerial auf
der Basis von Silicagel, Aluminiumoxid, Titandioxid,
Hydroxylapatit, Dextran, Agarose, Acrylamid, Polysty-
rol, Polyvinylalkohol oder anderen '_organischen Polyme-
ren, Derivaten oder aus Copolymeren der oben genannten
Trigermaterialien sein.

Die Wahl. des entsprechenden Chromatographiematerial_s
ist abhdngig von den jeweiligen zu trennenden und rei-
nigenden Molekilen ‘und dem Fachmann aufgrund der Regeln
der Chromatographie bekannt. So wird beispielsweise ein
polares Molekil, wenn es an der Matrix 2 adsorbiert
werden sc'>ll', ‘'nur dann an der Oberfldche der Matrix 2
adsorbiert, wenn entsprechende Wechselwirkungen vorlie—
gen, die beispielsweise ebenfalls durch polare Gruppen

. an der Oberflidche der Matrix 2, jedoch mit entgegenge-

setzter Polaritdt, vermittelt werden. So kénnen bei-
spielsweise Ionenaustauschermaterialien als Matrix 2
der erfindungsgemdBfen Vorrichtung zur Trennung und Rei-
nigung von polaren Molekiilen eingesetzt werden. Weitere
bevorzugte Ausgeétaltungen der erfindungsgemidBfen Vor-
richtung kénnen als Matrix 2 ein Reversed~Phase~ und/
oder ein Afflnltatschromatographlematerlal beinhalten.
Die Porengrdfe der porésen Chromatographiematerialien
betrigt vorzugsweise 20 bis 1000 nm, und die Korngrdéfe
der Materialien insbesondere 10 bis 2000 MM, VvVorzugs-—
weise 75 pm bis 125 um.

Die die Matrix 2 fixierenden Einrichtungen 3a, 3b sind
vorzugsweise als porSse Fritten mit PorengréRen von
10 um bis 1 mm, vorzugsweise 70 um bis 2000 unm ausge-
staltet.
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Die pordsen Fritten kénnen aus Kunststoffen, insbeson-
dere aus Teflon (PTFE), Polyethylen, Polypropylen, Po-
lystyrol, Polyurethan etc. bestehen. Aber auch anorga-
nische Werkstoffe, wie Glas und/oder gesintertes Metall
sind geeignete Materialien zur Herstellung der porésen

Fritten.

Die Figuren 3a und 3b zeigen eine weitere Ausgestaltung
der erfindungsgemdBSen Vorrichtung, deren einfache Her-
stellung besonders vorteilhaft ist. In den Hohlkérper 1
wird eine entnehmbare XKartusche 5 eingesetzt, ~welche
die Matrix 2 zwischen den die Matrix fixierenden Ein-
richtungen 3a und 3b enthdlt. Die Einrichtung 3b ist
dabel {Uber einem netzartigen Trager 6 angeordnet, der
vorzugsweise aus demselben Material wie die entnehmbare
Kartusche 5 besteht. In besonders vorteilhafter Weise
werden der netzartige Trager 6 und die Kartusche 5 in
einem Arbeitsgang produziert, beispielsweise im Spritz-
gubverfahren, wenn Xartuschen aus Kunststoff, insbeson-
dere Polypropylen, hergestellt ‘werden. Uber der Ma-
trix 2 ist die Einrichtung 3a angeordnet, auf der ih-
rerseits wiederum ein poréser, netzartiger Deckel 7
angeordnet ist. Dadurch wird die Anordnung in der ent-
nehmbaren ZXartusche 5, bestehend aus erster EBinrich-
tung 3b, Matrix 2 und zweiter Einrichtung 3a, zusidtz-
lich fixiert. Die Figur 3b zeigt die Gesamtanordnung,
bestehend aus Hohlkérper 1 und entnehmbarer Kartu-
sche 5. Diese Gesamtanordnung, bestehend aus Kartu-
sche 5, die Matrix 2 fixierenden Einrichtungen 3a,b und
Deckel 7 kann in besonders vorteilhafter Weise mit han-
delsiblichen Pipettenspitzen kombiniert werden. Im ein-
fachsten Fall geschieht dies durch HineindrliGcken der
entnehmbaren Kartusche 5 in den entsprechenden Hohlkér-
per 1, insbesondere eine Pipettenspitze. Es versteht

" gich von selbst, daR die Kartusche 5 so dimensioniert

ist, daB sie einen leichten Druck auf die Innenwinde
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der Pipettenspitze ausiibt, um bei Aufnahme von Fluissig-
keit oder einer Probe nicht hochgedrﬁckt zu werden bzw.
um die notwendige Abdichtung zur Innenwand des Hohlk&r-
pers 1, -vorzugswéise einer Pipettenspitze, und der
AuBenwand der -entnehﬁbaren.:Kartusche 5 zu gewdhrlei~
sten. Die Wandstarke der entnehmbaren Kartusche 5 des
netzartigen Tr&geré 6 und des pordsen netzartigen
Deckels 7 ist auf die verwendete Pipettenspitze abge-
stimnt. :

Der Vorteil der'erfindungsgemésen Vorrichtung liegt in
der praktischen Handhabung und der Art der Packung der
Matrix 2, die einen FluBf der die Molekiile enthaltenden
Lésung in Hin- und Rickrichtung zuldst. Ist der kegel-
stumpfférmige Hohlkdrper 1 beispielsweise als Pipet-
tenspitze ausgebildet, so wird die Pipettenspitze in
die Probe eingetaucht, die Probe in der Pipettenspitze
durch die Matrix 2 hindurch hochgesaugt und anschlies-

- send herausgedrlckt. Dadurch wird eine héhere Effizienz

der Adsorption erzielt, da die Probe das Chromatogra-
phiematerial zweimal passiert. Da man mit einem ge-
schlossenen System arbeiten kann, wird eine Kontaminie-
rung der Probe.oder eine Gefidhrdung der Umwelt vermie-
den. Die erfindungsgemdBe Vorrichtung erleichtert die
Arbeitsweise inégesamt, die bei der Trennung und Reini-
gung von Molekillen anzuwenden ist. Insbesondere kdnnen
mit Hilfe der erfindungsgemidSen Vorrichtung auch Biopo-
lymere,  insbesondere  Nucleinsauren und Proteine,
schnell, einfach und sicher fraktioniert werden.

Das erfindungsgemidBfe Verfahren wird in einer besonderen
Auéfﬁhrungsform durchgefﬁhft mit einem als Pipettenspit-
ze ausgestalteten Hohlkérper 1. Die die Molekiile ent-
haltenden, zu trennenden und reinigenden Molekiile kén-
nen dann mittels einer Pipette durch die Matrix 2 be-
férdert werden. Soll ‘die Pipettenspitze als Siulener-
satz in herkémmlichen Verfahren eingesetzt werden, so
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kann mittels eines Silikonschlauches die Pipettenspitze

auch mit einer Einwegspritze verbunden werden.

Das erfindungsgemdfe Verfahren ist geeignet, insbeson-
dere Biopolymere wie Nukleinsduren und Proteine zu
trennen und zu reinigen, indem als Matrix 2 Ionenaus-
tauscherchromatographiematerialien, wie sie in der
deutschen Patentanmeldung P 36 39 949.3 vorgeschlagen
werden, verwendet werden. Es handelt sich dabei um mit
Anionenaustauschergruppen oberflichlich modifiziertes
Chromatographiematerial auf Silicagelbasis. Befindet
sich beispielsweise die Matrix 2 in einer Pipettenspit-
ze, so saugt man die Nukleinsdure mit der Pipette durch
die Matrix 2. Dabei werden unter Verwendung von Puffern
niedriger Ionenstarke die 1langkettigen Nukleinsiuren
adsorbiert. Will man die kurzkettigen Nukleins&uren
anschlieBend verwerten, drickt man die Lésung wieder
durch die Matrix 2 hindurch und fangt sie auf. Dann
kdénnen weitere Verfahrensschritte folgen. Ist man je-

- doch an der Analyse der langkettigen Nukleinsiuren in-

teressiert, kann man nach einigen Waschschritten die
langkettigen Nukleinsduren durch Elution mit Puffern
hoher Salzkonzentration (hohe Ionenstdrke) wieder elu-
ieren und entsprechend weiterverarbeiten.

Die.Figur 4 zeigt ein Elutionsprofil, das bei Verwen-
dung. von Anionenaustauschermaterialien bei der Verwen-—
dung der erfindungsgemdBen Vorrichtung erhalten werden

kann. Es zeigt sich, daB bei Verwendung des in der deut-

schen Patentanmeldung P 36 39 949.3 vorgeschlagenen
Materials zur Trennung von Nukleinsduren ein Elutions-—
profil erhalten wird, durch das mit steigender Ionen-
starke Nukleinsduren mit steigender Kettenlange eluier-
bar werden. So wird doppelstrédngige DNS mit Basenpaaren
> 500 erst bei einer Ionenstdrke von 1,3 M Natriumchlo-
rid erhalten, wihrend einzelstridngige: DNS des Phagen
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M 13 schon bei 1,1 M Natriumchlorid eluiert wird. Die
Elutionspeaks sind so scharf, daf sogar '"baseline'-
Trennungen méglich sind. Bei einer mittleren Ionenstér-
ke zwischen 0,5 und 1 M Natriumchlorid eluieren Nukle-

‘insduren wie tRNS, 5S RNS und mRNS. Bei niedrigen Ionen-

stirken von 0,i bis 0,5 werden bereits Polysaccharide,
Proteine, Metaboliten, Farbstoffe, einzelne Nukleotide,
Proteine wie BSA (bovine serum albumin) und kleinere

‘Nukleotide wie beispielsweise ein Nukleotid Decamer,

das als "linker" verwendet wird, eluiert.

' Eine Verfahrensvariante besteht darin, als Matrix 2 ein

Affinitétsadsprbens, wie es beispielsweise in der deut-
schen Patentanmeldung P 36 27 063 vorgeschlagen wird,
zu verwenden. Die Durchfihrung des Verfahrens erfolgt
analog zur oben beschriebenen Verfahrensweise.

Das erfindungsgemdBe Verfahren gewdhrleistet die fol-

. genden Vorteile, insbesondere bei molekularbiologischen

Operationen:

- .Durchfﬁhrung- von DNS-Préparationen in sogenannten
"minipreps“,

- Reinigung von mRNS, rRNS, viraler RNS und RNS-Tran-
skripten, ' :

- Reinigung vonAbeben, die nach Nicktranslation, End-
markierung oder Oligonukleotid-induzierter Markie-
rung (Oligolabeling) erhalten werden,

- Entfernung der DNS-~linker in Klonierungsexperimen-
ten,

- Réinigung von Nukleinsduren nach Gelextraktion sowie

= schnelle Reinigung wvon Nukleinsduren nach Abdauung
mit Rgstriktionsenzymen, Phoséhatasebehandlungen,
Polymérasereakticnen,usw. anstelle einer zeitaufwen-—
digen Phenolbehandlung.
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Die bei Verwendung der erfindungsgemdfen Vorrichtung
erhdltliche Reinheit in Routineprédparationen ist zumin-
dest mit durch Caesiumchlorid-Dichtegradienten-Zentri-
fugation erhaltenen Proben vergleichbar. Die isolierten
Nukleinsduren sind befreit von Proteinen, Polysacchari-
den und anderen Zellmetaboliten und zeigen keinerlei
Inhibierung von Enzymen bei enzymatischen Reaktionen.
Die erfindungsgemédBe Vorrichtung kann zur Isolierung
und Reinigung von Nukleinsduren aus Oligonukleotiden
bis hin zu Plasmiden verwendet werden, wobei der Zeit-
aufwand auf Bruchteile im Vergleich zu anderen Verfah-
ren eingeschrénkt wird.

Die erfindungsgemédfe Vorrichtung ist geeignet zur Ver-
wendung in einem Trennungs- und Reinigungsverfahren fir
Molékﬁle, vorzugsweise Biopolymere wie Proteine und/
oder Nukleinsduren, insbesondere von anderen Zellbe-

standteilen.

Die Verwendung der erfindungsgemdfen Vorrichtung in
verschiedenen Verfahren wird in den folgenden Beispie-
len né&her erliutert. Dabei wird die erfindungsgemife
Vorrichtung in einer bevorzugten Ausfithrungsform, der
Pipettenspitze, eingesetzt.

!

Beispiel 1

In eine 1 ml Pipettenspitze, passend fliir Gilson Pipet-

man, wird eine 70 um Polyethylen-Fritte mit 4 mm Durch-

messer, Dicke 1,6 mm, eingefihrt und durch Driicken

festgeklemmt. Danach werden ca. 70 mg des Chromatogra-

phiematerials, vorgeschlagen in der deutschen Patentan-

meldung P 36 39 949, trocken eingeflillt. Das Chromato-

graphiematerial wird mit einer wie oben beschriebenen

Fritte mit 5,7 mm Durchmesser verschlossen und die Frit-
te durch Festdriicken an ihrem Platz fixiert.
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Analog verfihrt man bei 200 ul fassenden Pipettenspit-
zen bzw. 5000 pl fassenden Pipettenspitzen.

Beispiel 2

Die allgemeine Handhabung der in Beispiel 1 hergestell-

ten Pipettenspitze geschieht wie folgt:

Zundchst wird die Pipettenspitze einmal mit 100 pl ei-
nes geeigneten Adsorptionspuffers &quilibriert. Bei
einem zu verarbeitenden Probenvolumen wvon 100 bis
200 gl reicht es.aus,-die_Probé etwa fiinfmal durch das
Chromatographiemate:ial zu dricken. Soll jedoch eine
grofere Flissigkeitsmenge verarbeitet werden, wie sie
beispielsweise nach Gelelution anfillt, kann die Probe
mittels eines Silikonschlauches, der die Pipettenspitze
und eine Einwegspritze verbindet, durch die Matrix hin=
durchgezogen werden. Es ist dann ausreichend, daB die

_'Probe nur zweimal das Chromatographiematerial passiert.

Dabei sollte die Flieﬁgeschwindigkeit der Ldsung nicht
héher als 1 ml pro Minute sein. :

Als Aquilibriérungs-' und Adsorptionspuffer kann der .

Puffer A verwendet werden.
Puffér Ac: :
400 mM Natriumchlorid
15% Ethanol
50 mM MOPS (3~N-Morpholinopropansulfonsiure)
1l mM EDTA (Ethylendiamintetraacetat)
PH 7.0

Analog zum oben beschriebenen Adsorptionsvorgang werden
die Waschschritte.durchgefﬁhrt. Als Waschpuffer dienen
bei Nukleinsdurepriparationen typischerweise die Puffer
B, C und D. '
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Puffer B: Puffer C:
750 mM Natriumchlorid 1000 mM Natriumchlorid
15% Ethanol 15% Ethancl
50 mM MOPS 50 mM MOPS
1 mM EDTA 1 mM EDTA
s pH 7.0 pH 7.0
Puffer D:
1000 mM Natriumchlorid
50 mM MOPS
10 :
pH 7.0 .
' Man fallt ein Eppendorf-Gefidf mit 1 ml Waschpuffer und
spult dreimal 150 wpl durch das Chromatographiematerial,
15 um Verunreinigungen zu entfernen. Dieser Schritt wird

wiederholt.

Die Elution der adsorbierten Nukleinsiuren erfolgt wie

. in beiden vorgangegangenen Schritten entweder mit einer
Eppendorf- oder Gilson-Pipette oder mit einer Einweg-

20 spritze, wobei darauf zu achten ist, daB die Pipetten-
spitze mittels eines Silikonschlauches mit der Einweg-
spritze verbunden ist. Es wird einfach der Elutionspuf-

fer E oder F

Puffer E: Puffer F:
25 1100 mM Natriumchlorid 1500 mM Natriumchlorid
15% Ethanol 15% Ethanol
4 M Urea 50 mM MOPS
50 mM MOPS 1 mM EDTA
1 mM EDTA PH 7.50
30 pPH 7.0

durch die Pipettenspitze gesaugt bzw. gedriickt. Dieser
Schritt wird einmal wiederholt. Die Eluate werden ver-

einigt und die Nukleins&ure daraus gefdllt.
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Beispiel 3

Eine Pipettenspitze, hergestellt nach Beispiel 1, wird
mit 50 mM Natriumphosphatpuffer hydratisiert und dqui-
libriert, indem man 750 pl Puffer mehrmals durch die
Pipefte saugt, Eine Probe, die 20 pg Plasmid pBR322 DNS
in 500 ul O,S.M Natriumchlorid und 50 mM Natriumphos-

'phat, PH 7, enthdlt, wird an das Chromatographiemate-

rial durch finfmaliges Hochsaugen und Ausdriicken adsor-
biert. Nicht gebundene Bestandteile und Verunreinigun-
gen werden durch finfmaliges Hochsaugen und Ausdriicken
von Jjeweils 1 ml frischem 0,5 M Natriumchlorid wund
50 mM4 Natriumphosphat, pH 7, ausgewaschen. Die Plasmid-
DNS wird anschlieBend mit 1,5 M Natriumchlorid wund
50 mM Natriumphosphat, pH 7, eluiert, indem man 1 ml

~des Elutionspuffers dreimal hochsaugt und ausdriickt.

Beispiel 4

Einé Plasmid~DNS-Probe wird in einer sogenannten Mini-
praparation typischerweise durch folgende Schritte ge-
wonnen:

Dié Bakterienzellen werden {iber Nacht inkubiert und am

ndchsten Tag durch Zentrifugation geerntet. Das Pellet

wird in 85 ul einer eiskalten Lésung von 50 mM Tris-
HCl, pH 7.4, mit 2 mg/ml Lysozym (frisch zubereitet)

"aufgeschlossen und 10 Minuten auf Eis inkubiert. Danach

werden 20 pl einer 0.5 M EDTA-L&sung hinzugefigt und
weitere 10 Minuten inkubiert. Nach Zugabe von 4 ul 2%-
igem Triton X' 100 inkubiert man auf Eis fir eine wei-
tere Stunde. Die Probe wird in einer Laborzentrifuge 30
Minuten bei maximaler Drehzahl zentrifugiert, und
100 pl des voh'zelltrﬁmmern befreiten Zell-Lysates wer-
den in ein'ahderes Eppendorf-Gefds Uberfihrt, wonach 1
Volumen 2 M Natriumchlorid, 100 mM MOPS, pH 7, und 5 ul
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Isocamylalkohol zugegeben werden. Eine erfindungsgeméase
Pipettenspitze der Firma Gilson, Brand, Eppendorf, her-
gestellt nach Beispiel 1, wird mit 100 pul Puffer C aqui=-
libriert. Danach adsorbiert man 100 ul einer E. coli-
Plasmid-DNS-Probe an dem Chromatographiematerial, indem

> man die Probe fiinfmal auf- und abpipettiert. Nach der
Adsorption wird mit insgesamt 2 bis 5 ml des Puffers C
gewaschen, woraufhin die Plasmid-DNS mittels 300 pl des
Puffers F eluiert wird. AnschlieBend f&llt man die DNS
mit 300 pl Isopropanol, last 15 Minuten stehen und zen-

1o trifugiert dann die Probe dann in einer Eppendorf-Labor-
zentrifuge 30 Minuten lang.

Beilspiel 5

15
Die Isolierung von mRNS, rRNS und viraler RNS von Roh-
extrakten geschieht wie folgt:

Der RNS-Extrakt wird mit Ethanol gefdllt und das erhal-
tene Pellet in TE-Puffer (10 mM Tris/l mM EDTA, pH 7.5)
20 . resuspendiert. Man stellt die Adsorptionsbedingungen
durch Zugabe von 0.1 Volumenteil (bezogen auf die re-
suspendierte Lésung) 5 M Natriumchlorid und 0,2 Volu-
menteile 250 mM MOPS, pH 7.0 ein. Die Pipettenspitze
wird mit 1 pl Puffer A &dquilibriert. Danach wird die
23 Probe durch finfmaliges Auf- und Abpipettieren an das
Chromatographiematerial adsorbiert. Man spilt mit Puf-
fer A, um Verunreinigungen zu eliminieren. Die Elution
erfolgt mit 300 ul des Puffers C. Die RNS wird durch
Zugabe von 2,5 Volumenteilen Ethanol gefdllt. Nach Ste-
30 henlassen bei =20°C, 30 Minuten, wird in einer Eppen-
dorf-Zentrifuge insgesamt 30 Minuten bei héchster Dreh-
zahl zentrifugiert. Das Pellet wird vor der Weiterver-
arbeitung sorgfdltig mit Ethanol gewaschen. Die Probe
soll einen Nukleinséuregehalt von héchstens 15 upg ha-

ben.



WO 88/09201 - o ' PCT/EP88/00442

10

15

20

25

30

- 14 -

Bedispiel 6

Reiﬁigung von mRNS zur Synthese der entsprechenden cDNS
wird wie in Beispiel 5 beschrieben durchgefiihrt.

Beispiel 7

Nicht verbrauchte T#iphosphate.in,Markierungsreaktionen
wie Nicktranslationen, Endmarkierungen und Oligenukleo-
tid—abhéngigen Markierungen '(oligolabeling) von DNS
werden wie folgt entfernt:

Die Markierungsreaktion der DNS wird durch Zugabe von
2 41 0,5 M EDTA pro 20 ul Probenvolumen beendet, und
man stellt dle Adsorptionsbedingungen durch Zugabe wvon
1 Volumenteil des Puffers C ein. Die Gesamtsalz-Endkon-
zentration soll in etwa 500 nmM betragen. Die Pipetten-
spitze gemaB dexr Erf:.ndung wird mit 100 pl Puffer B

. aqullibrler;. Die Probe wird durch finfmaliges Hochsau-

gen und Ausdriicken an das Chromatographlematerlal ad-
sorbiert und insgesamt mit 10 ml des Puffers B gewa~
schen, um dle nicht reagierten Nukleotlde abzutrennen.
Die FlleﬁgeschWLndigkelt des Waschpuffers soll vorzugs-
weise ca. 5 ml'pro Minute betragen. Die markierte DNS
wird anschlleﬁend mit 1nsgesamt 300 gl des Puffers F
eluiert. Die Probe kann direkt weiterverwendet werden,
wenn sie mlt dem zur Hybridisierung vorgesehenen Puffer
mindestens 1:20 verdinnt wird. Anderenfalls wird die
Probe .ausgefdllt und in TE-Puffer geldst.

Beispiel 8

Die'Entfernung eines DNS-linkers von einer DNS mit mehr
als ca. 400 Basenpaaren in einem Klonierungsexperiment
wird w1e folgt durchgefihrt:
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Die zu reinigende Probe wird mit 1 Volumenteil des Puf-
fers C verdiinnt, damit die Endkonzentration an Salz
ungefdhr 500 mM betrdgt. Die erfindungsgemdfBe Pipetten-
spitze wird mit 100 il des Puffers A &quilibriert. Die
Probe wird wie in den vorhergehenden Beispielen adsor-
biert. Die erfindungsgemdfe Pipettenspitze wird mit
Puffer B gespilt, um die Verunreinigungen zu entfernen.
Die DNS wird desorbiert und eluiert mit insgesamt
300 pl des Puffers F. Anschliefend isoliert man die DNS
durch Isopropanolfdllung (Zugabe von 1 Volumenteil) und
10 148t 15 Minuten auf Eis stehen, wonach sich eine Zen-
trifugation der Probe in einer Eppendorf-Zentrifuge fir
die Dauer wvon 30 Minuten anschlieft. Danach wascht man
sorgfdltig mit 70%-igem Ethanol.
15' i

B e spiel 9

Die SChnellfeinigung einer DNS-Probe nach enzymatischer
Modifizierung (zum Beispiel durch Phosphatase, Restrik-
tionsendonuklease, Polymerasen usw. sowie Cofaktoren)
20 erreicht man gemds folgender Verfahrensweise:
Das zugrunde liegende Reaktionsvolumen betragt 50 ul
und enthdlt nicht mehr als 100 mM Natriumchlorid. 5 ul
0,5 M EDTA, pH 8.0, werden zum Reaktionsvolumen hinzu-
25 gefugt, um die Modifizierungsreaktion abzubrechen. Ein
Volumenteil des Puffers C wird zugegeben, um die Adsorp-
tionsbedingungen einzustellen mit einer Salzkonzentra-
tion von etwa 500 mM. Die erfindungsgemdfe Pipetten-
spitze wird dquilibriert, die Probe wird adsorbiert und
30 anschliefend eluiert wie in Beispiel 8 beschrieben.
Auch die weitere Behandlung der Prcbe geschieht wie in
Beispiel 8 beschrieben.
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Be ispiel 10-

Die erfindungsgemdBe Vorrichtung kann auch dazu benutzt
werden, um Agarose- und Acrylamid-Verunreinigungen ef-
fizient abzutrennen. Dies ist insbesondere dann erfor-
derlich, wenn Gelelutionen der Probe stattgefunden ha-
ben. Bei Anwendung der im folgenden beschriebenen Ver-
fahrensweise wird die DNS gleichzeitig konzentriert,
selbst wenn das Startvolumen einige ml betragt. Die DNS
hat--eine Grésge von > 400 Basenpaaren und kann in einer
Menge von S5 ng bis 15 pg vorliegen. Die Probenvorberei-
tung und die Aquilibrierung der erfindungsgemidBen Pi-

.pettenspitze wird wie in Beispiel 8 beschrieben durch-

gefihrt. Dann uUberfiihrt man die Probe in eine Einweg-
spritze und drickt sie zweimal durch die erfindungsge-
maBe Pipettenspitze. Dabei soll die FlieBgeschwindig-
keit bei etwa 250 pl/min liegen. Die erfindungsgemiBe
Pipéttenspitze wird anschlieBend mit 5 ml des Puffers B

. gewaschen bei einer . DurchfluBgeschwindigkeit von

5 ml/min. Die Weiterbehandlung der DNS-Probe geschieht
wie in Beispiel 8 beschrieben.
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Patentanspriche

1. Vorrichtung zur Trennung und Reinigung von Molekilen
aus einer Lésung durch Adsorption der Molekiile an einer
Matrix, dadurch gekennzeichnet, daBf die Matrix (2) in
einem an beiden Enden (4a, 4b) offenen, kegelstumpffdr-
migen Hohlkérper (1), an den gegebenenfalls an der wei-
teren Offnung (4a) ein zylindrischer Hohlkdrper an-
schlieBt, 2zwischen zwei fir die Lésung durchlissigen
Einrichtungen (3a, 3b) angeordnet ist, wobei die Matrix
(2) und die Einrichtungen (3a, 3b) zusammen 5 bis 50 %
des Hohlkdrpervolumens ausfiillen und die weitere O&ff-
nung (4a) des Xegelstumpffdrmigen Hohlkérpers (1) an
eine Pipette anschlieBbar ist.

10

15
2. Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,

daf der Hohlkérper (1) eine Pipettenspitze ist.

3. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 oder 2, dadurch
20 gekennzeichnet, daB die Einrichtungen (3a, 3b) die Ma-
trix (2) im Hohlkdérper (1) fixieren.
4. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch
gekennzeichnet, daB zwischen der engeren O6ffnung (4b)
25 und der unteren Einrichtung (3b) ein freier Raum ist.
5. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch
gekennzeichnet, daB in dem Hohlkérper (1) eine entnehm-
bare Kartusche (5) angeordnet ist, die die zur Trennung
und Reinigung dienende Matrix (2) 2zwischen zwei Ein-
richtungen (3a,b) fixiert, wobei die Einrichtung (3b)
iber einem netzartigen Trager (6) angeordnet ist, die
entnehmbare Kartusche von einem pordsen netzartigen
Deckel (7) verschlossen ist, wobei der Deckel (7) uber
der Einrichtung (3a) angeordnet ist und die entnehmbare
Kartusche (5) an der Innenwandung des Hohlkdrpers (1)

dicht abschlieft.

30
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Vorrichtung nach einém der Anspriiche 1 bis 5, dadurch
gekennzeichnet, daB® die entnehmbare Kartusche (5), der
netzartige Tr&ger (6) und der pordse netzartige Deckel
(7) aus demselben Material bestehen.

Vorrichtung nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet,

daB das Material aus Kunststoffen wie Teflon (PTFE),
Polyethylen, Polypropylen, Polystyrol und/oder Polyure-
tan ist. '

' Vorrichtung naéh einem der Anspriche 1 bis 7, dadurch

gekennzeichnet, das die Matrix aus porésem Chromatogra-
phiematerial auf der Basis wvon Silicagel, Aluminium-
oxid, Titandioxid, Hydroxylapatit, Dextran, Agarose,
Acrylamid, Polystyrbl, Polyvinylalkohol oder anderen
organischen Polymeren, Derivaten dder}aus Copolymeren
der oben genannten Trigermaterialien besteht.

. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch
gekennzeichnet, daBf die Matrix ein oberfldchlich modi-

fiziertes Chromatographiematerial aus Silicagel, Alumi-
niumdioxid, Titandioxid, Hydroxylapatit, Dextran, Aga-

~rose, Acrylamid, Polystyrol, Polyvinylalkohol oder an-

deren organischen Polymeren, Derivaten oder aus Copoly-

_meren der oben genannten Trédgermaterialien ist.

Vbrrichtung' nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet,
daB das oberflichlich modifizierte Chromatographiemate-
rial ein Ionenaustauscher, ein Reversed-Phase- und/oder
ein Affinitétschromatographiematerial ist.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 10, dadurch
gekennzeichnet, daf die Porengrdfe der pordsen Chroma-

‘tographiematerialien 20 bis 1000 nm und die Korngrdse

der Materialien-10 bis 2000 um, vorzugsweise 75 bis 125
um betragt.

"
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Vorrichtung nach einem der Anspriche 1 bis 11, dadurch
gekennzeichnet, daB die die Matrix fixierenden Einrich-
tungen (3a, 3b) pordse Fritten sind mit PorengrdéSen von
10 pum bis 1 mm, vorzugsweise 70 bis 200 um.

Verfahren zur Trennung und Reinigung von Molekilen aus
einer Lésung durch Adsorption der Moleklile an eine Ma-
trix mittels einer Vorrichtung, in der die die zu tren-
nenden Molekiile enthaltende Lésung durch eine in einem
Hohlkérper angeordnete Matrix hindurchgedriickt wizxd,
dadurch gekennzeichnet, daB die Matrix (2) von einer
oberen und einer unteren Einrichtung (3a, 3b) fixiert
wird und daB die Lésung durch die Matrix (2) hindurch
in einen oberhalb der oberen Einrichtung (3a) vorhande-—
nen freien Raum gesogen wird und anschlieBend durch die
Matrix (2) hindurch aus dem Hohlkdrper (1) gedriickt

wird.

Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dag
Biopolymere getrennt und gereinigt werden.

Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daB
Nukleinsiduren und/oder Proteine getrennt und gereinigt

werden.

Verwendung einer Vorrichtung nach einem der Anspriche 1
bis 12 2zur Trennung und Reinigung von Molekldlen, vor-

zugswelse Biopolymeren.

Verwendung einer Vorrichtung nach Anspruch 16 zur Tren-
nung und Reinigung von Proteinen und/oder Nukleinsdu-

ren.
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